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摘 要 
I 
摘 要 
    ARHI 是一个母源性抑癌印记基因，属 ras/rap 超家族成员，在人类多种正常
组织中高表达，而在人卵巢癌、乳腺癌、胰腺癌、肝癌等多种肿瘤中表达明显下
调或缺失。ARHI 可以调节细胞周期控制细胞增殖，并通过多种途径参与细胞的
凋亡和自噬。核孤儿受体 TR3 属于类固醇/甲状腺受体超家族，几乎参与人体所
有组织和器官的功能调节。TR3 作为转录因子调控基因表达，参与细胞增殖和凋
亡调控过程，还可以作为功能蛋白，通过蛋白亚细胞定位、蛋白相互作用和蛋白
修饰等途径发挥作用。本课题研究两个蛋白是否结合及其结合模式，ARHI 对 TR3
核浆定位及生物学功能的影响，探讨两者结合后对胃癌细胞的生物功能影响。 
    首先通过免疫荧光共聚焦及内源性免疫共沉淀方法观察到 ARHI 与 TR3 共
定位于细胞浆，应用外源性免疫共沉淀实验发现两者结合的位点是 TR3 的 LBD
片段和 DBD 片段，构建 ARHI 的 N 端缺失突变体质粒，用 Co-IP 实验证明了
ARHI 的功能区 NTD 在结合中的重要性。其次通过免疫荧光共聚焦及核浆分离
实验证明 ARHI 可使 TR3 滞留于细胞浆并定位于线粒体，运用 western blotting
及荧光素酶 LUC 活性检测方法分别证明了 ARHI 蛋白表达的增加可以使 TR3 磷
酸化程度提高及 TR3 转录激活能力下降。最后通过 western blotting 检测凋亡及
自噬相关蛋白的表达情况提示 ARHI 和 TR3 结合促进了胃癌细胞的凋亡和自噬。 
    综上，我们得出结论：ARHI 能够与 TR3 结合并使 TR3 定位于线粒体，ARHI
蛋白的表达增加可以使 TR3 的磷酸化程度提高和转录激活能力下降，两者相互
作用促进了胃癌细胞的凋亡和自噬。本实验结果揭示了 ARHI 在胃癌的发生发展
中所起的作用，这是对胃癌发生发展机制的新探索及补充，具有理论意义和潜在
的医疗价值。 
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Abstract 
ARHI is a tumor suppressor gene which belongs to ras/rap superfamily. Its 
expression is upregulated in various human normal tissues and downregulated or lost 
in human ovarian cancer, breast cancer, pancreatic cancer, liver cancer and other 
tumors. ARHI regulates cell proliferation, controls cell cycle and participates in cell 
apoptosis and autophagy through various channels.  Nuclear orphan receptor TR3 
which belongs to steroid/thyroid receptor superfamily has almost involved in a 
regulation of all the human tissues and organs function.TR3 regulates gene expression 
as a transcription factor and participates in regulating cell proliferation and apoptosis. 
It also plays a role through the protein subcellular localization, interaction of proteins 
and protein modification as a functional protein. We will demonstrate that ARHI binds 
with TR3 and find the mode of interaction in between them. To definite the effects of 
ARHI on TR3 nucleoplasm positioning and biological function. Also, to probe 
biological function effects in gastric cancer cells. 
First, we used immune fluorescent confocal (IFC) method to identify ARHI and 
TR3 are co-located in cytoplasm and used co-immunoprecipitation (Co-IP) to detect 
these two proteins binding sites are LBD and DBD fragments. Construct △NTD 
plasmid via Co-IP to determine the NTD area which played a crucial role during 
binding process. Then, we used IFC and plasma separation method to that TR3 was 
stayed in gastric cancer cell cytoplasm and entered into the mitochondria via ARHI 
binding with TR3. Similarly, we used western blotting and detection of LUC activity 
method and identified that ARHI expression upregulated TR3 phosphorylation levels 
and downregulated TR3 transcriptional activity. Finally, we have detected the 
expression of cell apoptosis and autophagy related protein by using western blotting 
method and determined that apoptosis and autophagy in gastric cancer cells was 
promoted via ARHI binding with TR3. 
We found that ARHI can bind with TR3 and TR3 was stayed in gastric cancer cell 
cytoplasm and entered into the mitochondria because of the binding mechanism 
between ARHI and TR3. TR3 phosphorylation levels were upregulated and 
transcriptional activities were down regulated, when the expression of ARHI was 
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elevated .Apoptosis and autophagy in gastric cancer cells were promoted via ARHI 
binding with TR3.This study showed that ARHI plays a decisive role in the 
occurrence and development of gastric cancer. It is a novel exploration and 
complement study of ARHI target gene which may act as antitumor therapy in gastric 
cancer. Taken together, these proteins mechanism could be involved in occurrence and 
development of gastric cancer.It has theoretical significance and potential medical 
value. 
 
Key words: :ARHI ;TR3; apoptosis and autophagy  
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第一章 前言 
1.1 抑癌小 G蛋白 ARHI的研究进展 
1.1.1.ARHI的发现和分子结构 
    ARHI(A Ras Homologue Member I )/NOEY2 基因是 1999 年由美国德克萨斯
大学 An-desron 癌症中心的 Yu 等[1]从人卵巢和乳腺上皮细胞及其癌细胞中克隆
出的一个新的肿瘤抑制基因。它位于人染色体 lp31，是一个相对分子量为 26KD
的小 GTP 结合蛋白。ARHI 属 ras/rap 超家族成员，与该家族成员有 50%～60%的
同源性并且两者具有相似的 GTP/GDP 结合域，但与该家族其它成员不同，ARHI
发挥抑癌基因作用，是该家族第一个被报道的肿瘤抑制基因。 
    ARHI 基因是由 2 个外显子以及 1 个内含子共同组成，外显子Ⅰ含有 2.0kb，
5′侧翼区是 81 个未编码的核苷酸；外显子Ⅱ含 1.2kb，3′侧翼区含有全部的
蛋白编码区，2 个外显子通过 1 个 3.2kb 的内含子相连，与 ras 有相同的 GTP/GDP
结合域，能与鸟苷酸特异性结合，但却具有较低的 GTP 酶活性。从 ARHI 的 N 末
端中的第 35 个氨基酸起始，就能够抑制细胞的生长。当 ARHI 基因的 Ser(51)转
化成为 Asn 时，会大大降低 GTP 的结合力，从而降低了 ARHI 基因的生物学活性，
而基因 Ala(46)转化为 Val 时，却能够大大提高 ARHI 的基因对细胞生长抑制的
能力，这个可能和它内在的 GTP 酶活性下降有关系[2]。 
ARHI 的结构简易图如下所示： 
 
 
图 1.1：ARHI 的结构示意图[3] 
 
     研究发现在 ARHI 基因结构区域中有三个 CpG 岛，其中 CpG 岛 I 和 II 位于
启动子区域，而 CpG 岛 III 位于编码区。ARHI 的印迹机制可能与其 CpG 岛的差
异性甲基化有关[4]。在正常的细胞中，ARHI 仅在母源的等位基因上发生 CpG 岛的
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甲基化导致功能受抑，而来源于父亲的等位基因却没有甲基化的存在而得以单独
表达[5]。这就说明了可以产生表型效应的 ARHI 仅仅有 1 个亲源性等位基因(父源
性)表达。ARHI 的 2 个不同亲源的等位基因特异性的表达都不同，这是对 CpG 岛
进行不同甲基化修饰所得结果[6]。 
1.1.2 ARHI的生物学功能 
1.1.2.1 调节细胞周期和控制细胞增殖 
有研究通过构建过度表达 ARHI 的转基因老鼠的模型[7]，发现了 ARHI 基因的
过度表达可以抑制泌乳刺激素分泌，提示 ARHI 基因在鼠科的生长发育过程里面
是负性调控因子，并且 ARHI 基因在乳腺癌以及卵巢癌组织中的表达是低表达或
者缺失。进一步把载 d/GT-ARHI 和 ARHIAd/PGK-GV16 腺病毒的载体导入乳腺癌
和卵巢癌细胞株后，发现 ARHI 基因的过表达显著地抑制了细胞周期蛋白
D1(cyclin D1)启动子的活性以及细胞的增殖，并且表达 p21WAF1/CP1 蛋白量比
转染其他基因或未转染 ARHI 的细胞高。这可能是切断了 JNK 和 RAS/MAP 激酶活
性的通路，而抑制了肿瘤细胞的增殖。以上都提示了 ARHI 基因表达的产物具有
负向调节细胞生长的功能。 
还有研究发现待乳腺癌细胞株稳定表达 ARHI 蛋白之后其增殖速率减慢，在
细胞周期中出现了 G2/M 期和 S 期的分数下降，G0/G1 分数却有升高的变化。从
这些研究中可以推断：一方面 ARHI 可能作用于 cyclin D1，使 D1 不能与 CDK 结
合进而形成活性激酶，从而使细胞停止在 G1 期，不再向 S 期过渡。另一方面，
ARHI 也促使了 p2/CIP1 高表达，进而抑制了 CDK 的活性，使细胞生长停滞，更
进一步的证实了 ARHI 基因可以调控细胞生长的功能[8]。 
1.1.2.2.参与诱导细胞凋亡 
有研究通过将未载有 ARHI基因的 LacZ 腺病毒载体和载有 ARHI基因的腺病
毒载体分别转染两组肿瘤细胞株，发现转染载有 ARHI 基因的腺病毒载体的肿瘤
细胞株在 5 天后，有 5%～11%的卵巢癌(SKOv3)细胞和 30%～45%的乳腺癌细胞
(MDA2/MB2231)发生凋亡。用含有 2304 个已知基因 cDNA 的微阵列分析后发现，
转染有 ARHI 基因的腺病毒转染肿瘤细胞 4 到 5 天后，共有 15 个基因的表达有上
调[9]。与 LacZ 腺病毒比较，上调最明显的是人的 calpain 样蛋白酶，上调表达
了 2 到 3 倍，而 LacZ 腺病毒转染的肿瘤细胞株却没有变化。实验中用免疫组化
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的方法可以在凋亡细胞的核内找到多聚 ADP2 核糖聚合酶(PARP)。但用 western 
blot 分析，在凋亡细胞的裂解产物里面却没有发现凋亡的蛋白酶(caspase)，需
钙蛋白酶(calpain)反而增加了 2～3 倍。在乳腺癌和卵巢癌细胞株里面同时转染
calpain 的抑制因子和载有 ARHI 基因的腺病毒载体，结果发现能部分抑制 ARHI
诱导的凋亡。由此推测，ARHI 极有可能参与的是 calpain 触发凋亡信号的转导，
进而启动了凋亡执行器，从而使细胞自杀身亡[9]。以上研究说明 ARHI 的表达并
不依赖凋亡的蛋白酶，而是通过了需钙蛋白酶依赖性的途径诱导了细胞的凋亡，
也有可能是通过依赖 calpain 以及 caspase 这两条途径诱发了细胞凋亡。 
1.1.3.ARHI在消化系统中功能及机制 
ARHI基因编码的蛋白在人类多种组织里面表达，如：人类胰腺、肝脏、卵巢、
乳腺、前列腺等，其中正常卵巢的ARHI 表达最高。研究表明ARHI的异常表达和
多种肿瘤的发生发展有关。其异常的表达形式为表达缺失或者表达明显下调，如
在卵巢癌[1]、乳腺癌[10]、胰腺癌[11]、肝癌、甲状腺癌[12, 13]、结肠癌[14]等其他肿瘤
中都有不同程度的表达异常或缺失，但是ARHI对胃癌细胞的生物学功能影响以及
其作用机制在国内外还没有明确的报道。 
1.1.3.1.ARHI 在胃癌细胞中的功能 
截至目前的文献，ARHI 对胃癌细胞功能学的影响，大多只是做了个初探，
如在胃癌患者中，ARHI 编码区 CpG island III 参与功能作用最多，启动子区域
CpG island II 其次，CpG island I 最少。而 ARHI 对胃癌信号通路的影响及作
用机制均不明确[15]。 
我们实验室前期研究证实[16]：（1）在胃癌细胞中 ARHI 的表达较正常细胞是
明显下调的；（2）在胃癌组织中 ARHI 的表达和正常组织相比明显下调，部分恶
性程度高的胃癌组织里面，ARHI 的表达缺如；（3）ARHI 的蛋白表达水平与年龄、
性别、肿瘤的位置、肿瘤大小或是否转移无关，却与肿瘤分化程度和肿瘤节点转
移阶段显著相关(P < 0.05)；（4）在胃癌细胞中过表达 ARHI 可以使胃癌细胞的
迁移能力减弱并促使胃癌细胞的凋亡。 
1.1.3.2.ARHI 在胰腺癌细胞中的功能 
实验研究结果表明 ARHI 基因在正常人胰腺的组织中的表达，用原位杂交的
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方法以及免疫组化方法验证表明其阳性率分别是 82.5%和 84.2% ，其中 LOH 的表
达在胰腺癌中占 30%～40%。但是在人类的胰腺癌组织中上述两种实验研究结果
的阳性率却都是 52.6%，ARHI 表达的阳性率是显著下降(P<0.01)[17]。这个研究证
明了 ARHI 的 mRNA 与蛋白都具有在正常组织中的高表达的一致性。这也说明了
ARHI 基因在人胰腺癌中是呈现明显的下调性表达，在部分人类胰腺癌的发生发
展过程中 ARHI 基因的功能出现了失活的现象。在上述的实验研究中，在人类的
胰腺癌组织中用原位杂交方法和免疫组化方法的阳性率却高于相应的人类正常
对照组，尽管结果没有统计学上面的意义，但却足以说明 ARHI 的基因和蛋白的
表达在胰腺癌的发生发展的过程中的作用是极其复杂的。 
还有研究表明多克隆稳定转染 ARHI 基因可抑制胰腺癌 PANC-1 细胞的增殖,
诱导凋亡和自噬。ARHI 基因的 DNA 去甲基化与胰腺癌的凋亡相关，也可以通过
对PI3K/AKT信号通路的影响促进胰腺癌细胞的凋亡。其中DNA高度甲基化是ARHI
失活的重要机制，去甲基化药物可促进胰腺癌细胞以及裸鼠胰腺癌转移细胞的凋
亡，而这与 ARHI 基因的再表达和磷酸化 STAT3 蛋白表达降低相关。另外在稳定
转染 ARHI 的胰腺癌 PANC-1 细胞株中，BCL-2 的 mRNA 表达水平下调, LC3-Ⅱ和
ARHI 蛋白在胞膜组分中的表达显著高于胞浆组分，提示 ARHI 可以引起胰腺癌细
胞的自噬[18]。 
1.1.4. ARHI在肿瘤细胞中的作用机制 
1.1.4.1 ARHI 与 STAT3 结合抑制肿瘤细胞迁移侵袭 
ARHI 具有的独特的 32 个氨基酸 n 端地区扩展，这点不同于癌基因 Ras 的其
他成员，在对 STAT3 信号的负调节中起到关键作用。用 MD 模拟进行分析可以观
察到：在与 STAT3 的起始部位的结合中，ARHI 的功能区域 NTD 起到了非常重要
的作用[19]。 厦
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图 1.2：ARHI-STAT3 结合的三维图[20] 
 
 
在肿瘤细胞核内 RanGTPase 与 importinβ 结合介导 STAT3 入核，STAT3 在
细胞核中与目标基因的结合使 N-cadherin 和波形蛋白表达，促进癌细胞的迁移
和侵袭。ARHI 可以通过以下两种方式阻止 STAT3 入核并抑制其通路：1、ARHI 的
功能区域 NTD 和 STATS 结合，使 STAT3 不能参与进入 Ran-importinβ 通路；2、
ARHI 与 RanGTPase 竞争，并和 importinβ结合进而阻断了 STAT3 的入核通路[20]。 
 
 
 
图 1.3：ARHI 影响 STAT3 信号通路图[20] 
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